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(57) Abstract 

The invention relates to compositions (reporter systems) containing a DNA 
sequence coding for a ribozyme as well as an oligonucleotide substrate, which is 
split by the ribozyme transcribed by the DNA sequence. According to a preferred 
version of the invention the oligonucleotide substrate is marked with a fluorophoric 
group (reporter group) and a fluorescence-quenching group (quencher group). 
After splitting by the ribozyme, quenching of the fluorescence of the ftuorophoie 
by the fluorescence-quenching group is suppressed, so that a fluorescence signal is 
generated. The invention also relates to methods for measuring transcription rates, 
for example to determine transcription inhibitors or transcription activators. 
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Beschrieben werden Zusammensetzungen (Report ersysteme), die cine ein 
Ribozym codierende DNA-Sequenz enthalten und ein Oligonuclcotidsubstrat, 
das von dem von der DNA-Sequenz transkribierten Ribozym gespalten wird. 
Oligonudeotidsubstrat mlt einer fiuorophoren Gruppe (Reportergruppe) und einer fl 

wobei nach Spaltung mit dem Ribozym die Loschung der Fhioreszenz des Fluorophors durch die Ftooieszenz-toschenden Gruppen 
unterbunden ist, also ein Ftuoreszenzsignal erzeugt wird. Femer werden Verfahren zur Messung von Transkriptionsraten beschrieben, 
beispielswetse zur Bestinunung von Hemmstoffen der Transkription oder Transkripdonsaktivatoren. 



einer bevorzugten Ausfahrungsfonn ist das 
Gruppe (Quertcbergruppe) markiert 
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Ribozym codierende DNA und ein Oligonucleotidsubstrat ent- 
haltende Zusaramensetzung und Verfahren zur Messung von 

Transkriptionsraten 

Die vorliegende Erfindung betrifft Zusammensetzungen 
(Reportersysteme) , die eine ein Ribozym/ bevorzugt ein 
Hammerheadribozym, codierende DNA-Sequenz enthalten und ein 
Oligonucleotidsubstrat/ das von dem von der DNA-Sequenz 
transkribierten Ribozym gespalten wird. In einer bevorzugten 
Ausftthrungsform wird ein FRET-Oligonucleotid verwendet/ d.h. 
ein Oligonucleotidsubstrat/ das mit einer fluorophoren Gruppe 
(Reporter gruppe) und einer fluoreszenzloschenden Gruppe 
(Quencher gruppe) markiert ist, wobei nach Spaltung mit dem 
Ribozym die Loschung der Fluoreszenz des Fluorophors durch die 
fluoreszenzl&schende Gruppe unterbunden ist # also ein 
Fluoreszenzsignal erzeugt wird. Ferner betrifft die 
vorliegende Erfindung Verfahren zur Messung von 
Transkriptionsraten/ beispielsweise zur Bestimmung von 
Hexnmstoffen der Transkription oder Transkriptionsaktivatoren, 
unter Verwendung der erfindungsgemaBen Zusammensetzung, und 
Verfahren zur Messung der katalytischen Aktivitat von 
Ribozymen. 

Die Mechanismen eukaryontischer und prokaryontischer 
Transkription werden in der Regel mit Verfahren untersucht/ 
bei denen die mRNA zellfrei, d. h. \inter Verwendung 
entsprechend aufbereiteter Zellextrakte, in vitro 
synthetisiert wird ("In vitro-Transkription") . FUr die 
Herstellung von Transkripten werden dabei speziell entwickelte 
Transkriptionsvektoren eingesetzt, die zusatzlich zum 
Reportergen auch den Promotor fiir eine entsprechende RNA- 
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Polymerase tragen. Soil beispielsweise der Einf luB bestimmter 
Transkriptionsaktivatoren auf die Transkription untersucht 
werden, so muB die raRNA des codierenden Reportergens mit 
geeigneten Methoden nachweisbar und quant if izierbar sein. Im 
allgemeinen werden dem Zellextrakt dazu radioaktiv markierte 
Nucleosidtriphosphate beigefugt, welche in die entstehende 
mRNA eingebaut werden. Die radioaktiv markierte raRNA wird dann 
aus dem Zellextrakt isoliert, auf einem Polyacrylamidgel 
elektrophoretisch aufgetrennt und durch Autoradiographic 
visualisiert und quantif iziert (T. Maniatis, E. Fritsch, J. 
Sambrook, Molecular cloning: a Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, New York (1982), 6.45). Ein 
- alternatives Verfahren, die sog. "Dot-Hybridisations-Technik", 
nutzt radioaktiv markierte RNA-Sonden zum Nachweis der in 
vitro transkribierten mRNAs (J. Flores et al., Lancet 1 
(1983), 555-558). Prinzipiell besteht auch die Moglichkeit, 
die Transkription indirekt uber die Aktivitat des Luciferase- 
Enzyms zu detektieren, indem die Transkription des Luciferase- 
Reporter-Gens an ein in vitro Translationssystem gekoppelt 
ist. Die Nachteile der vorstehend beschriebenen und teils 
routinemaflig verwendeten Nachweismethoden sind insbesondere 
der Einsatz von grSBeren Mengen radioaktiv markierter 
Nucleosidtriphosphate und/oder der hohe methodische und 
zeitliche Aufwand, der mit der Quantifizierung der RNA- 
Transkripte verbunden ist. Bessere Methoden zur direkten, 
1 schnellen und sensitiven Messung von Transkriptionsraten sind 
jedoch nicht nur fUr wissenschaf tliche Fragestellungen von 
Interesse, sondern auch fttr die biotechnologisch arbeitende 
Industrie. So werden beispielsweise beim sog. "High throughput 
screening" kombinatorische Substanzbibliotheken auf 
potentielle Leitstrukturen durchsucht, welche die 
Transkription bestimmter therapeutisch relevanter Zielgene 
beeinflussen. Auch fur solche und ahnliche Anwendungen vriirde 
ein technisch einfaches, sensitives Nachweis -System einen 
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grofien Fortschritt bedeuten, da hier bislang keine 
befriedigenden LSsungen existieren. 

Somit liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, 
Verfahren und fiir diese Verfahren geeignete Systeme 
bereitzustellen, die eine einfache und empf indliche Messung 
von Transkriptionsraten erlauben. 

Die Ldsung dieses technischen Problems erfolgt durch die in 
den Patentansprtichen gekennzeichneten Ausftihrungsformen. Es 
wurde tiberraschenderweise gefunden, daB mit der 
erfindungsgemafcen Zusammensetzung (Reportersysteia) , die 
genannten Probleme umgangen werden kBnnen. Dieses System weist 
unter anderem die folgenden Vorteile auf : 

Direkter Nachweis der mRNA im Zellextrakt. 

Schnelle, reproduzierbare und technisch einfache 
Quantif izierung von Transkriptionsraten, beispielsweise 
iiber automatisierte Fluoreszenz-Messung. 

Hochsensitiver und hochspezif ischer Nachweis auch 
kleinster Mengen an RNA-Transkripten (katalytisches 
Prinzip zur Signalverstarkung) . 

Einfache Verlauf skontrolle der Transkription, 

beispielsweise durch zeitabhangige Fluoreszenzmessung 
(Echtzeit-Analytik) . 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit eine Zusammensetzung, 
enthaltend 

(a) eine ein Ribozym codierende DNA-Sequenz, die mit einem 
Promotor und/oder regulatorischen Elementen funktionell 
verkntipft ist; und 
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(b) ein oligonucleotidsubstrat, das von dem von der DNA aus 
(a) transkribierten Ribozym gespalten wird, 

v:Dbei nach Spaltung ein unmittelbar meBbares Signal er2eugt 
wird, da das gespaltene Oligonucleotidsubstrat von dem 
ungespaltenen Oligonucleotidsubstrat unterscheidbar ist. 

Der hier verwendete Ausdruck "Ribozyme" betrifft katalytische 
RNA-Molektile mit der FShigkeit, andere RNA-Molektile an 
Phosphodiester-Bindungen sequenzspezifisch zu spalten. Die 
Hydrolyse der zu spaltenden Zielsequenz wird dabei stets 
eingeleitet durch Ausbildung eines katalytisch aktiven 
Komplexes, bestehend aus Ribozym und Substrat-RNA. Nach 
erfolgter Spaltung dissoziiert das hydrolysierte Substrat- 
Oligonucleotid vom Ribozym ab; letzteres ist dann fttr weitere 
Umsetzungen verftigbar. 

Fttr die erf indungsgemaBen Zwecke eignen sich prinzipiell alle 
Ribozyme, die Phosphodiester-Bindungen in trans, d.h. 
intermolekular spalten kOnnen. Abgesehen von Ribonuclease P 
(C. Guerrier-Takada et al., Cell 44 (1983) 849-857) sind die 
bekannten natttrlicherweise vorkommenden Ribozyme (Hammerhead- 
Ribozym, Hairpin-Ribozym, Hepatitis Delta Virus Ribozym, 
Neurospora mitochondriales VS Ribozym, Gruppe I und Gruppe II 
Introns) allerdings sich selbst spaltende bzw. selbst 
spleifiende Katalysatoren, die in cis (intramolekular) wirken 
(tJbersichtsartikel in P. Turner (Hrsg.)* Ribozyme protocols, 
Humana press (1997), 1-9). Durch Separieren der katalytischen 
Einheit von der die Spaltstelle enthaltenden Sequenz, gelang 
es in alien Fallen, in trans spaltende Ribozym-Varianten 
herzustellen: Hammer he ad-Ribozym (J. Haselhoff und W. Gerlach. 
Nature 334 (1988), 585-591); Hairpin-Ribozym (A. Hampel und R. 
Tritz, Biochemistry 28 (1989), 4929-4933); Hepatitis Delta 
Ribozym (M. Been, Trends Biochem. Sci. 19 (1994) 251-256); 
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Neurospora mitochondriales VS Ribozym (H. Guo et al., J. Mol. 
Biol. 232 (1993) 351-361); Gruppe I Intron aus Tetrahymena 

(Zaug et al., Nature 324 (1986), 429-433); Gruppe II Intron 

(S. Augustin et al., Nature 34 (1990) 383-386). 

Der hier verwendete Ausdruck "Promotor" betrifft jede DNA- 
Sequenz, die die Transkription der damit funktionell 
verkntipften DNA-Sequenz durch die entsprechende RNA-Polymerase 
in vivo (oder in vitro) in prokaryontischen Oder 
eukaryontischen Systemen steuert. Solche Promotoren sind dem 
Fachmann bekannt und umfassen beispielsweise PolII-Promotoren, 
SP6-, T3- und T7-Promotoren. Die endogene Ribozym-Expression 
in eukaryontischen Zellen bzw. Zellextrakten kann 
beipielsweise durchgeftlhrt werden, indem die Ribozym- 
codierende DNA-Sequenz in die untranslatierte Region von Genen 
insertiert wird, die von der RNA-Polymerase II transkribiert 
werden und unter der Kontrolle von stark transkribierenden 
Promotoren stehen. Beispiele sind virale Promotoren, wie der 
SV40 frtihe Promotor (F. Cameron und P. Jennings, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 86 (1989) 9139-9143), der Promotor des Actin- 
Gens (N. Sarver et al. Science 247 (1990) 1222-1225) oder ein 
retroviraler "long terminal repeat", wie der HIV-LTA (Koizumi 
et al., Gene 117 (1992), 179-184). 

In einer bevorzugten erf indungsgem&Ben AusfUhrungsf orm handelt 
es sich bei dem Ribozym um ein Hammerhead-Ribozym. Das 
Hammerhead-Ribozym ist mit nur etwa 30 Nucleotiden LSnge eines 
der kleinsten bekannten Ribozyme, das die ortsspezif ische 
Hydrolyse von Phosphodiester-Bindungen katalysiert 
(Ubersichtsartikel: K. Birikh et al., Eur. J. Biochem. 245 
(1997) 1-16). Die Ribozym-Struktur umfafit drei doppelstrangige 
Bereiche (Helices I, II und III), welche die spaltbare 
Phosphodiester-Bindung flankieren, sowie zwei hochkonservierte 
einzelstrSLngige Sequenzen (O. Uhlenbeck, Nature 328 (1987), 
596-600) . Durch Separieren der katalytischen Core-Sequenz von 
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einer die Spaltstelle enthaltenden Substrat-Sequenz gelang es, 
Ribozym-Varianten herzustellen, die in der Lage sind, unter 
physiologischen Bedingungen nahezu jede Ziel-RNA in trans zu 
spalten (J. Haselhoff und Gerlach, Nature 334 (1988), 585- 
591). 

Im Zusammenhang mit den vielversprechenden therapeutischen 
AnwendungsmSglichkeiten von Hammerhead-Ribozymen gelang es in 
jtingster Zeit, Hammerhead-Ribozyme hinsichtlich der 
kinetischen Eigenschaften (hohe Umsatzraten) , der Sequenziange 
(Minimalmotive) sowie Substrat-Spezifitaten zu optimieren. 
Obersichtsartikel zu diesem Thema sind z.B. Birikh, Eur. J. 
Biochem. 245 (1997), 1-16; Burke, Nature Biotech* 15 (1997), 
414-415 und Eckstein, Lilley (Hrsg.), Nucleic Acids and 
Molecular Biology 10, Springer Verlag (1996), 173-329. 

In einer bevorzugten Ausftihrungsform sind die vorstehenden 
Promotoren regulierbar, d.h. sie kbnnen, beispielsweise durch 
Transkriptionsaktivatoren, aktiviert werden oder durch 
bestimmte Verbindungen geheiraat werden. Gene von Eukaryonten 
und Prokaryonten unterscheiden sich hinsichtlich der 
Organisation der Transkriptionseinheit betrachtlich 
voneinander (H. Ibelgaufts, Gentechnologie von A bis Z, VCH 
Verlag Weinheim (1990), 219-223). Der 5'-f lankier ende Bereich 
eines eukaryontischen Gens wird haufig als Promotorregion 
bezeichnet, da er eine Reihe von distinkten DNA- 
Sequenzelementen enthait, die an der Kontrolle der 
Genexpression beteiligt sind. Hierzu zahlen u. a. die TATA-Box 
und die Initiatorsequenz, die zusammen den Core-Promotor 
bilden. Die basale Transkription wird im wesentlichen durch 
die grunds&tzlichen Transkriptionsaktivatoren der Klasse II 
reguliert (TF II A, B, D, E, F, H und Pol II). Analog zur 
basalen Transkription spricht man von einer aktivierten 
Transkription, wenn zusStzliche regulatorische Elemente die 
Transkription beeinfluflen. Eine Aktivierung erfolgt 
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vornehmlich durch Bindung von Transkriptionsaktivatoren an 
sog. "Upstream activating sequences" (UAS) . Beispiele fUr eine 
aktivierte Transkription sind: SP1 bindet an die SP1- 
Bindestelle, CREB bindet an das CRE-Element. 

Durch Auswahl geeigneter Promotoren kSnnen, wie nachstehend 
noch nkher beschrieben, in einem geeigneten Testsystem, 
Verbindungen, die die Transkription aktivieren oder hemmen, 
identifiziert werden. Die Wahl des Promoters h&ngt von der Art 
des in vitro-Transkriptions-Systems (z.B. Hefe-, HeLa- oder 
Pilz-Zellextrakte) und der verwendeten RNA- Polymerase ab. Mit 
dem hier beschriebenen Verfahren kann gemessen werden, ob die 
Transkription generell inhibiert oder aktiviert wird, bzw. 
unbeeinfluflt bleibt. Der Mechanismus oder das Prinzip der 
Beeinf lussung durch eine bestimmte Substanz einer 
Verbindungsbibliothek ist Gegenstand nachfolgender 

Untersuchungen . 

Vorzugsweise ist die das Ribozym codierende DNA-Sequenz ein 
linearisierter Vektor, in dem die Termination der 
Transkription durch Spaltung der Matrizen-DNA stromabwarts der 
das Ribozym codierenden DNA mit einem geeigneten 
Restriktionsenzym erfolgen kann. Alternativ ist die das 
Ribozym codierende DNA-Sequenz mit einem Terminationssignal 
ftlr die Transkription bei in vivo-Anwendungen funktionell 
verknttpft. Solche Terminationssignale sind dem Fachmann 
bekannt. Ein allgemeines prokaryontisches Stop-Signal der 
Transkription ist ein GC-reicher Bereich bestimmter Symmetrie, 
auf den eine AT-reiche Sequenz folgt (A, Wu und T. Piatt, 
Proc. Natl. Acad. Sci. 75 (1978), 5442-5446). Auch fttr die 
eukaryontische Pol II gibt es Stop-Signale, die die 
Termination der Transkription an einer definierten S telle 
erlauben. 
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In einer weiteren erf indungsgemaflen AusfOhrungsform ist die 
das Ribozym codierende DNA, gegebenenf alls rait den weiteren, 
vorstehend diskutierten Sequenzen in einen Vektor insertiert, 
der die Vermehrung der insertierten DNA in einem geeigneten 
Wirt erlaubt. Geeignete Vektoren fur die Vermehrung in 
prokaryontischen oder eukaryontischen Systemen sind dabei z.B. 
pBR322, pNEB193, pUC18, pUC19 (Biolabs, USA.) (J. Sampson und 

0. Uhlenbeck, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988), 1033- 

1037) . 

Die vorstehend beschriebenen Ribozyme (bevorzugt Hammerhead- 
Ribozyme Oder Haumierhead-Ribozym-Varianten) konnen als direkte 
Reporter zur Quantif izierung von Trans kr ipt ions raten in in 
vitro-Transkriptions-Systemen eingesetzt werden. Die Reporter- 
RNA wird dabei endogen erzeugt, d. h. durch Abschrift des 
codierenden Gens, beispielsweise von einem geeigneten 
Transkriptionsvektor . 

Bevorzugt enthalten die erfindungsgemafien Zusammensetzungen 
stabilisierte Ribozyme, was eine langere Lebensdauer des 
Ribozyms, z.B. in in vitro-Transkriptionssystemen 
gewahrleistet. Dabei wird das Ribozym zusammen mit 
stabilisierenden Sequenzen transkribiert, die sogenannte 
"Capping-Strukturen" imitieren und dadurch die Stabilitat der 
RNA gegenttber Exonuclease-Degradation erhbhen (Gene Therapy 4 
(1996), 45-54; M. Sioud et al., J. Mol. Biol. 223 (1992), 831- 
835) . 

Der hier verwendete Ausdruck "Oligonucleotidsubstraf betrifft 
jedes Oligonucleotid, vorzugsweise RNA, das von dem Ribozym 
gespalten werden kann, wobei das gespaltene 
Oligonucleotidsubstrat von dem ungespaltenen 

Oligonucleotidsubstrat unterscheidbar ist und ein unmittelbar 
mefibares Signal erzeugt wird. 
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Beispielsweise tragt das Substrat an einem Ende eine 
Ankergruppe, die seine Immobilisierung an eine geeignete 
Matrix erlaubt und an seinem anderen Ende eine Reportergruppe, 
die zum Nachweis des immobilisierten (ungespaltenen) 
Substrates dient. Bei Abwesenheit jdes Ribozyms bleibt das 
Substrat intakt und kann nach seiner Immobilisierung auf der 
Matrix einfach nachgewiesen werden, da die Ankergruppe mit der 
Reportergruppe nach wie vor verbunden ist. Bei Anwesenheit des 
Ribozyms hingegen ist das Reporter-spezifische Signal nicht 
nachweisbar, da die Reportergruppe von der Ankergruppe infolge 
der Spaltung des Substrates getrennt wurde. Alternativ zur 
Ankergruppe (z.B. Biotin) kann die Immobilisierung des 
Substrats auch tlber komplementare Sequenzhybridisierung 
erfolgen, sofern Spaltstelle und Reportergruppe jenseits der 
Hybridisierungsstelle liegen. Einfach nachweisbare 

Reportergruppen, die leicht an NucleinsSure-Enden zu koppeln 
sind, sind beispielsweise 32 P, Farbstof f-Molekttle und Molektlle, 
die mit markierten Antik&rpern nachweisbar sind. 

Das erfindungsgemafie Oligonucleotidsubstrat ist zu der(n) 
Sequenz(en) des Ribozyms, die fttr die Substratbindung 
verantwortlich ist (sind), im wesentlichen komplementar, d.h. 
es weist eine Komplementaritat auf, die eine Anlagerung an das 
Ribozym auf eine Art und Weise erlaubt, dafi eine wirksame und 
spezifische Spaltung des Oligonucleotidsubstrats gewahrleistet 
ist. Vorzugsweise ist das Oligonucleotidsubstrat zu den fttr 
die Substratbindung verantwortlichen Sequenzen des Ribozyms 
vollstzindig komplementar . Die Lange des sich an das Ribozym 
anlagemden Bereichs des Oligonucleotidsubstrats betrSgt 
vorzugsweise 5 bis 8 Nucleotide (P. Turner Hrsg., Ribozyme 
protocols, Humana press (1997), 151-159, 253-264). Das 
Oligonucleotidsubstrat kann an seinem 5'- und/oder 3 f -Ende 

zusatzliche Sequenzen enthalten, die nicht an der Anlagerung 

an das Ribozym beteiligt sind. 
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In einer bevorzugten AusfUhrungsform ist das vorstehende 
Oligonucleotidsubstrat doppelt markiert, wobei das gespaltene 
Substrat leicht vom intakten Substrat unterscheidbar ist. 

Zum Beisprel enthalt der in vitro-Transkriptionsansatz neben 
der Ribozym-codierenden DNA ein endstandig biotinyliertes 
Substrat-Oligonucleotid, das an seinem anderen Ende mit 
Fluorescein markiert ist. Nach der minimalen Inkubationszeit, 
die bei ungehinderter Trans kription zur Spaltung des 
Substrates ausreicht, wird die Transkription gestoppt. Der 
Transkriptionsansatz wird anschliefiend mit einer Streptavidin- 
beschichteten Festphase (z.B. mit einer kommerziell 
erhaltlichen Mikrotiterplatte) inkubiert, urn die Kopplung des 
biotinylierten substrat-Endes an die Streptavidin-Matrix zu 
ermoglichen. Nach Entfernung des Transkriptionsansatzes und 
Waschen der Matrix wird diese vermessen. Bei ungestorter (d.h. 
nidht-inhibierter) Transkription ist keine Fluorescein- 
spezifische Fluoreszenz bzw. nur eine schwache unspezifische 
Hintergrund-Fluoreszenz mefibar, da das Fluorescein-markierte 
Spaltstuck nicht immobilisiert werden konnte. Erfolgte dagegen 
keine oder nur verminderte Transkription des Ribozyms, 
beispielsweise infolge von Inhibition durch einen 
Transkriptionsinhibitor, kann der Anteil an ungespaltenem, 
immobilisiertem Substrat durch Messung der Fluorescein- 
spezifischen Fluoreszenz quantif iziert werden. 

Ein Verfahren zur zeitaufgelosten kinetischen Analyse von 
Ribozymen im stundenbereich wird durch den Einsatz von FRET- 
Oligonucleotiden (K.J. Livak, S. J. A. Flood, J. Marmaro, W. 
Giusti, K. Deetz, PCR Meth. Appln. (1995), 4, 357-362) (FRET - 
Fluoreszenzresonanz-Energietransfer (J. R- Lakowicz, 
Principles of Fluorescent Spectroscopy; Plenum Press, New York 
(1983)) ermoglicht. 
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Als FRET-Substrat besonders bevorzugt sind RNA-Oligonucleotide 
oder DNA-RNA-Hybride in denen eine fluorophore Gruppe (z.B. 
FAM = 6-Carboxy-Fluorescein, TET = Tetrachloro-6-Carboxy- 
Fluorescein oder HEX = Hexachloro-6-Carboxy-Fluorescein) und 
eine entsprechende fluoreszenz 18schende Gruppe, ein sog. 
"Quencher" (z.B. Sulforhodamin 101 oder TAMRA = 6-Carboxy- 
TetramethylRhodamin) , in raumlicher Nahe so angebracht sind # . 
daft es zur effektiven LGschung der Fluoreszenz des Fluorophors 
kommt (Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, 
Plenum Press, New York (1983), 303-339; V. Fdrster, Annals of 
Physics (Leipzig) 2 (1948), 55-75). Nach Spaltung des 
Substrates durch Ribozyia-katalysierte Hydrolyse einer 
bestimmten Phosphodiester-Bindung kdnnen sich die Spaltstttcke 
in LOsung voneinander entfernen: Die Fluoreszenz des 
Fluorophors wird nun nicht mehr intramolekular geloscht. 
Erfolgt also die Transkription des Reporter-Ribozyms in 
Gegenwart solcher doppelt markierten Substrate, so kann die 
Transkriptionsrate liber die Menge an Ribozym (= mRNA des 
Reportergens) quantif iziert werden, da rait Spaltung des 
Substrates ein messbares Fluoreszenz-Signal erzeugt wird. 
Unter geeigneten Bedingungen (z.B. SubstratUberschuB) ist die 
ungelGschte Fluoreszenz der Menge an trans kribier tern Report er- 
Ribozym sowie der Inkubationszeit proportional und kann liber 
geeignete automatisierte w Read-Out M -Gerate quantif iziert 
werden. 

Da der Anstieg der Fluoreszenz direkt mit der Spaltungsrate 
korreliert, eignet sich das System zur sensitiven, nicht- 
radioaktiven und schnellen Analyse von Ribozymaktivitaten. Auf 
der Basis eines bekannten HHR/Substrat-Komplexes (M. Fedor, O. 
C. Uhlenbeck, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1990), 87, 1668- 
1672) wurde ein FRET-Substrat (SL1) konstruiert und zur 
zeitabhangigen Messung der Ribozymaktivitat (HHR1) eingesetzt. 
Als Referenz und Negativkontrolle wurde eine inaktive HHR- 
Mutante (HHRlmut) mit identischen Substratbindestellen 
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verwendet. Durch Messung des spaltungsbedingten 

Fluoreszenzanstiegs bei verschiedenen Substratkonzentrationen 
kSnnen die Michael is-Ment en-Parameter des HHR in einem 
einzigen Experiment erhalten werden. Figur 2b zeigt die 
Eadie-Hof stee-Auftragung zur Bestimmung - der Kcat/Kn-Werte als 
Ergebnis dieser .Messung. 

Urn den Einflufi der. FTW/TAMRA-Markierung auf die 
Spaltungseffizienz zu ermitteln, wurden die kinetischen 
Parameter in konventioneller Methode mit einem 32 P-markierten 
Substrat ohne FRET-Markierung (SI) bestimmt (Figur 2a). Das 
konventionelle Verfahren beinhaltet die Auf trennung der 
Spaltprodukte durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese und die 
anschlieBende Auswertung der Gele durch Autoradiographie (P. 
Hendry, M. J. McCall, T. J. Lockett, Characterizing Ribozyme 
cleavage reactions; P. C. Turner (Hrsg.); Humana Press: 
Totowa, NJ (1997), Vol. 74, 221-229). 

Es zeigte sich, daft fur beide Substrate (SI, SL1) sowohl die 
K c *t- als auch die Kw-Werte in der gleichen GrSftenordnung lagen, 
was beweist, daft das FRET-Substrat fttr die Zielsetzung sehr 
gut geeignet ist. 

Um zu testen, ob sich das Verfahren zur schnellen 
Charakterisierung von Ribozyraen eignet, wurden in parallelen 
Ansatzen Aktiyitatsmessungen unter Veranderung verschiedener 
physikochemischer Parameter durchgefUhrt. 

Figur 3a zeigt den zeitabhangigen Verlauf der Spaltung als 
Ergebnis einer typischen Messung. In Figur 3b-d ist die 
Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit vom pH-Wert, der 
Temperatur und der Mg 2+ -Konzentration gezeigt. Unter den hier 
gew&hlten Bedingungen wurde ein pH-Optimum bei einem Wert von 
8 bestimmt, das Optimum der [Mg 2 *] wurde bei 8 mM erreicht. Das 
mit 32 °C relativ niedrige Temperatur-Optimum reflektiert 
wahrscheinlich die vergleichsweise schwache Bindung des 
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Substrats an das Ribozym. Diese kttnnte auf die kurzen, nur 
ftlnf G-C Basenpaare enthaltenden Hybridisierungsbereiche bei 
gleichzeitig relativ geringer Mg 2 *-Konzentration (4,0 raM) 
zurtlckzuftlhren seiiK 

Urn apparative MeBungenauigkeiten oder uhspezifische 
Fluoreszenzeffekte (z.B. Fluktuation des Signals durch 
Temper aturschwankungen) zu eliminieren, wurden die erhaltenen 
Datenpunkte um die Ribozym-unabhangigen Referenzwerte 
korrigiert, die man mit der inaktiven Muntante HHRlmut 
erhalten hatte. Dartiber hinaus erm&glichte das 
Korrekturverfahren auch die Aktivitatsbestimmung von in situ 
erzeugten Ribozymen in Gegenwart von Zellkernextrakten. 
Figur 4 zeigt das Ergebnis der Messungen einer T7 RNA 
Polymerase-abhangigen Transkription von Ribozym-codierenden 
DMA-Matrizen in Gegenwart von HeLa-Zellkernextrakten. Zur 
Kontrolle wurde die Messung zum einen in Abwesenheit der T7 
RNA-Polymerase, zum anderen mit der inaktiven HHR-Mutante 
parallel durchgeftihrt. Beide Kurven zeigen einen leichten 
Anstieg der Fluoreszenz, der wohl auf unspezifische Spaltung 
des Substrats durch Nucleasen im Zellextrakt zurtickzuftthren 
ist, Einen weitere Kurve beschreibt die absolute Fluoreszenz, 
die. bei der Messung unter Erzeugung von HHR1 in situ erhalten 
wurde. Noch eine weitere Kurve zeigt dieselbe Messung 
korrigiert um die tiberlagernden Hintergrundreaktionen (siehe 
Beispiel 2) . 

Erwartungsgem&fc zeigt die korrigierte Kurve einen sigmoiden 
Verlauf, was den stetigen Anstieg der Ribozymkonzentration im 
Laufe der Transkriptionsreaktion reflektiert. Diese Ergebnisse 
zeigen, da£ es prinzipiell m&glich ist, die Ribozyme als 
Reporter zur Messung von Transkriptionsraten in vitro und in 
vivo einzusetzen. Ein derartiges Reporter-System kann 
beispielsweise zum Hochdurchsatz-Screening von 

kombinatorischen Substanzbibliotheken auf Inhibitoren von 
Transkriptionsfaktoren verwendet werden, da es 
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vollautomatisiert eingesetzt werden kann und ohne zusatzliche 
Pipettierschritte auskommt. 

Den oben beschriebenen RNA-Oligonucleotidsubstraten analoge 
DNA-Oligonucleotide sind kommerziell erhaltlich (z.B. von PE 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) Oder durch einfache 
Synthese zuganglich (Livak et al., PCR Methods Appl. 4 (1995) 
1-6 und Rudert et al./ BioTechniques 22 (1997) 1140-1145). 
Beispielsweise werden die doppelt markierten DNA- 
Oligonucleotide zur semiquantitativen Analyse von PCR- 
amplifizierter DNA eingesetzt (Taqman®, PE Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA; siehe auch z.B. Lang et al., J. Immun. 
Methods 203 (1997), 181-192). Die Taqman® -PCR-Technik nutzt 
dabei die intrinsische 5' -> 3' Nuclease-Aktivitat des Taq- 
Polymerase-Enzyms: Wahrend der Amplifikation wird das 5«- und 
3«- doppelt markierte DHA-Oligonucleotid vom Enzym 
hydrolysiert. Nach Spaltung der DNA-Sonde diffundieren 
Fluorophor und Quencher auseinander, was die Aufhebung der 
Fluoreszenz-LOschung zur Folge hat. Die Fluoreszenz des 
Fluorophors wird anschlieBend gemessen und dient als Mafi fUr 
die erzielte Amplifikation (Livak et al., Research Mews 
(1995) , PA Applied Biosysthems, Foster City, CA, USA) . 

Ahnlich der vorstehend beschriebenen Anwendung fttr doppelt 
markierte DNA-Oligonucleotide ist auch die Verwendung von 
entsprechenden RNA-basierenden Substraten problemlos 
realisierbar. Methoden zur Markierung von Ribonucleinsauren 
mit fluorophoren bzw. fluoreszenzloschenden Gruppen sowie 
Techniken zur Messung des Energietransfers (Quenching) wurden 
bereits detailliert beschrieben (Turner (Hrsg.), Ribozyme 
protocols, Humana press (1997), 241-251). Die synthetische und 
enzymatische Herstellung von Ribozymen sowie die Herstellung 
linearisierter Transkriptionsvektoren sind dem Fachmann 
ebenfalls bekannt (Turner (Hrsg.), Ribozyme protocols, Humana 
press (1997) 51-111). 5 '-Fluorophor- und 3 • -Quencher-markierte 
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RNA-Oligonucleotide sind ebenso wie die analogen DNA- 
Oligonucleotide kommerziell erhaitlich (z. B. 5 f -EAM- und 3 f - 
TaMRA-markierte RNA bei Eurogentec, Belgien) . Die Markierung 
erfolgt gtinstigerweise an den RNA-Enden, urn die Hybridisierung 
des Ribozyms nicht zu beeinf lussen. 

Urn die mit unerwiinschter Spaltung (z.B. durch Nucleasen im 
Transkriptionssystem) einhergehende Fluoreszenz-Emission zu 
vermeiden, ist insbesondere der Einsatz Nuclease-resistenter 
Oligonucleotid-Substrate von Vorteil (Eaton und Pieken, Annu. 
Rev. Biochem. 64 (1995)/ 837-863 und Shimayama et al., Nucleic 
Acids Res. 21 (1993), 2605-2611). Dies ist vor allem in 
Hinblick auf in vivo-Anwendungen von Vorteil, bei denen das 
doppelt markierte Substrat durch geeignete Techniken (z.B. 
Mikroinjektion f Liposomentransport, etc.) exogen in Zellen 
eingeschleust wird (P. Turner (Hrsg.), Ribozyme protocols, 
Humana press (1997), 417-451). Somit handelt es sich in einer 
besonders bevorzugten Ausftlhrungsform bei den doppelt 
markierten Substraten um modifizierte RNA-Oligonucleotide. 
Solange die Spaltstelle im Substrat NUH 4>, (nach IUB Code.: N 
= jede Base, H = A, U Oder C) lautet, kann das Substrat 
Desoxyribonucleotide oder/und modifizierte Basen oder/und 2'- 
modifizierte Riboseeinheiten enthalten. Dadurch wird die 
Stabilitat des Substrates im Zellextrakt erh6ht (N. Taylor et 
al f/ Nucleic Acids Res. 20 (1992), 4559-4565). Auch kann die 
Verwendung von intern-markierten, statt end-markierten 
Oligonucleotid-Substraten zu einem verbesserten Signal-Rausch- 
VerhSLltnis beitragen, da die Fluoreszenzl5schung u. a. mit 
ktirzeren Abstanden zwischen den beiden Gruppen (Fluorophor und 
Quencher) vers tar kt wird. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur 
quantitativen Bestimmung von Transkriptionsraten, die 
folgenden Schritte umfassend: 
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(a) Inkontaktbringen der vorstehend beschriebenen 
Zusammensetzung mit einem in vitro-Transkriptionssystem 
unter Bedingungen, bei denen die Transkription der das 
Ribozym codierenden DNA-Sequenz erfolgt und bei denen das 
Ribozym katalytisch aktiv ist; und 

(b) Messung der Menge an gespaltenem Oligonucleotidsubstrat 
nach einem und/oder ttber einen geeigneten Zeitraunw 

Nachfolgend ist die prinzipielle Vorgehensweise eriautert, urn 
die Erfindung als einfache Screening-Methode zur 
Identifizierung von Transkriptionsinhibitoren aus 

kombinatorischen Substanzbibliotheken zu nutzen. 

(a) Auswahl und Herstellung der Ribozym-codierenden DNA und 
des doppelt markierten Oligonucleotid-Substrates. 

Ribozym-codierende DNA-Sequenzen sind dem Fachmann bekannt, 
Entsprechend dem gewttnschten Ribozymtyp und der passenden 
Oligonucleotidsubstrat-Sequenz kann die das erf indungsgemSfie 
Ribozym codierende DNA-Sequenz gemaB dem Fachmann bekannten 
Techniken hergestellt werden. 

Dabei dient als Matrize fiir die in vitro-Transkription des 
Ribozyms entweder doppelstr^ngige PCR-DNA oder ein 
linearisierter Vektor. Methoden zur Herstellung entsprechender 
Matrizen sind dem Fachmann bekannt (Turner (Hrsg.), Ribozyme 
protocols, Humana press (1997), 69-78 und 121-139). 

Besonders bevorzugt sind Hammerhead-Ribozyme. Da pH-Wert, 
Temper atur, Mg 2 *-Konzentration sowie Art und LSnge der 
Substrat-bindenden Sequenzen die Ribozym-Aktivitat stark 
beeinflussen, gilt es, diejenige Korobination von Ribozym und 
Substrat auszuwahlen, die zu optimierten Umsatzraten unter den 
physiologischen Bedingungen des jeweiligen Test-Systems fiihrt. 
Geeignete Vorgehensweisen sind dem Fachmann bekannt. 
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Ein Hammerhead-Ribozym mit guten intermolekularen Spaltungs- 
eigenschaften bezUglich der komplexierten Substrat-RNA (kcat/K^ 
- 0,032 nM* 1 min' 1 bei pH 7,5, 10 mM MgCl 2 , 25°C) ist 
beschrieben in Fedor und 0. Uhlenbeck, Proc. Natl. Acad. Sci* 
USA 87 (1990), 1668-1672: S'-GGG UCC UCU GAU GAG GGC CGU UAG 
GCC GAA ACU CC-3' (Ribozym) und 5 1 -GGG AGU CAG GAU- 3' 
(Substrat) . Auf Grundlage dieser Sequenzen k6nnen 
beispielsweise gUnstige Haramerhead-Ribozym-Varianten und 
entsprechende Substrate entworfen werden (siehe Beispiel 1) . 
Neben den kinetischen Parametern ist beim Design des Ribozyms 
vor allem darauf zu achten, dafi abgesehen von der. 
Promotorsequenz selbst der direkt auf den Promotor folgende 
transkribierte Bereich (von bis zu 10 Nucleotiden) oft einen 
entscheidenden Einfluft auf die Transkriptionsraten hat. Da die 
5' -transkribierte Sequenz in der Regel identisch ist mit einem 
Teil des Substrat-Hybridisierungsbereiches, ist im besonderen 
Ma&e beim Entwurf der Ribozym- und Substrat-Sequenzen zu 
beachten, daB sowohl eine optimale Transkription als auch die 
Ribozym-Substrat-Hybridisierung m&glich ist. Bei der Auswahl 
der doppelt markierten Substrat-Sequenz ist des weiteren 
insbesondere auf folgende Punkte zu achten: 

- Die NUH-Schnittstelle lautet gOnstigerweise GUC Oder AUC. 

- Das Emissionsspektrum des Fluorophors Uberlappt mit dem 
Absorptionsspektrum des Quencher-Farbstof fes . 

- Das Substrat bildet moglichst keine intramolekularen 
Sekundar strukturen . 

- Die S'-terminale Base sollte nicht Guanosin sein. 

- Das Substrat sollte gttnstigerweise symmetrisch iiber 12 bis 
h5chstens 16 Nucleotide an das Ribozym hybridisieren. 
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(b) Herstellung des in vitro-Transkriptions-Systems 

Die Herstellung von Zellextrakten, die als in vitro- 
Transkriptionssysteme genut2t werden, ist dem Fachmann 
bekannt. Die Durchfuhrung von in vitro*-Transkriptionen in 
diesen Zellextrakten ist dem Fachmann ebenfalls bekannt. Ein 
Beispiel filr ein geeignetes in vitro-Transkriptionssystem ist 
das Klasse II System aus menschlichen Zellkernextrakten 
(Matsui et al., J. Biol. Chem. 255 (1980), 11992-11996; und 
Roeder, Trends Biochem. Sci. 21 (1996), 327-335). Die 
Aktivitat von Hammerhead-Ribozymen ist in der Regel unter 
physiologischen Bedingungen ausreichend hoch, kann aber 
beispielsweise durch ErhShung der Mg 2+ -Konzentration auf 5 bis 
10 mM gesteigert werden. In der Regel bleibt dadurch die 
Transkription unbeeinf luBt . 

(c) Durchfuhrung der Reaktion 

Dem Zellextrakt wird eine geeignete DNA-Matrize zugesetzt, die 
die Transkription des gewunschten Ribozyms ermoglicht. Das 
Oligonucleotid-Substrat wird dem Ansatz gUnstigerweise im 
OberschuB zugesetzt, um im MeBzeitraum lineare, 
reproduzierbare Abhangigkeiten zwischen dem akkumulierten 
Reporter-Ribozym und dem gemessenen Signal (vorzugsweise einem 
Fluoreszenz-Signal) zu gewahrleisten. Eine parallele Messung 
verschiedener Transkriptionsans&tze kann beispielsweise in 
kommerziell erhaltlichen »96-Well"-Mikrotiterplatten erfolgen. 
Hachdem die zu testenden, potentiellen Inhibitoren Oder 
Aktivatoren zugesetzt wurden, wird die in vitro-Transkription 
dann, beispielsweise durch Zugabe der entsprechenden RNA- 
Polymerase, gestartet. Geeignete Reaktionszeiten liegen im 
Bereich von etwa 1 roin bis etwa 60 min. 

Die Messung der Transkriptionsrate erfolgt durch die 
Bestimmung der Fluoreszenz, die mit der Menge an gespaltenem 
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Oligonucleotidsubstrat gekoppelt ist. In entsprechend 
geeichten Systemen kann die tatsachliche Menge an 
transkribierter RNA bestiromt werden. Die Eichung kann 
beispielsweise wie folgt vorgenommen werden. Bekannte Mengen 
an Ribozym-codierender DNA werden mit bekannten Mengen an 
doppelt markiertem Substrat inkubiert. Die Transkription 
er folgt dabei in Gegenwart von 32 P-a-UTP, welches in die 
entstehende Ribozym-RNA eingebaut wird. In identischen 
Ansatzen miflt man dann zeitabhangig den Anstieg der 
Fluoreszenz, wobei die einzelnen Ansatze zu unterschiedlichen 
Zeiten gestoppt werden. Zur Quantif izierung der entstandenen 
Mengen an Ribozym werden die Ansatze auf einem denaturierenden 
Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Hilfe eines Phosphor- 
Imagers ausgewertet. t)ber die Einbaurate des Radionucleotids 
kann dann die Menge an Ribozym fttr jeden Meftpunkt bestimmt 
werden. Durch Auftrag der gemessenen relativen Fluoreszenz 
gegen die ermittelte Ribozymkonzentration erhait man 
schlieBlich die Eichkurve fttr nachfolgende Messungen. 

(d) Messung der Transkriptionsraten und Auswertung 

Bei der Verwendung von oligonucleotidsubstraten, die mit einer 
fluorophoren Gruppe und einer f luororeszenzloschenden Gruppe 
markiert sind, erfolgt die Messung der emittierten Fluoreszenz 
giinstigerweise automatisiert mit Hilfe eines geeigneten "Read- 
Out "-Gerates (z.B. ABI Prism 770 Sequence Detection System, 
Perkin Elmer) . Methoden zur Eichung und der Fluoreszenz- 
Messung selbst sowie Programme zur Computer-untersttitzten 
Datenverarbeitung sind detailliert beschrieben (Handbuch zu 
ABI Prism 770 Sequence Detection System, Perkin Elmer; Rudert 
et al., BioTechniques 22 (1997) 1140-1145). Im Prinzip wird 
die Fluoreszenz des Fluorophors Uber Hintergrund (AR n -Wert) fttr 
jeden Transkriptionsansatz zeitabhangig auf gezeichnet . Die 
Auswertung kann anschliefiend am ABI Prism 7700-Gerat selbst 
erfolgen, indem die Spektren der verschiedenen Ansatze bei 
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unterschiedlichen Zeitpunkten mit dem Spektrum der nicht - 
inhibierten Refer enz verglichen werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur 
Identifizierung von Heroins toff en der Trans kript ion oder 
Transkriptionsaktivatoren, die folgenden Schritte umfassend: 

(a) Inkbntaktbringen der vorstehend beschriebenen 
Zusaramensetzung mit einem ersten in vitro- 
Transkriptionssystem und einem zweiten 
Transkript ions system, das die zu untersuchende Verbindung 
enth&lt, unter Bedingungen, bei denen die Transkription 
der das Ribozym codierenden DNA-Sequenz erfolgt und bei 
denen das Ribozym katalytisch aktiv ist; 

(b) Messung der Menge an gespaltenem Oligonucleotidsubstrat 
nach einem und/oder liber einen geeigneten Zeitraum in 
beiden Transkriptionssystemen, wobei eine hdhere 
Transkriptionsrate im zweiten Transkriptionssystem auf die 
Gegenwart eines Transkriptionsaktivators hindeutet und 
eine erniedrigte Transkriptionsrate auf die Gegenwart 
eines Hemmstoffs der Transkription. 

Die prinzipielle Vorgehensweise ist mit der vorstehend 
beschriebenen identisch, auBer daB nicht nur ein Testsystem 
verwendet wird, sondern zwei Systeme, die sich nur in einem 
Punkt unterscheiden, namlich dadurch, daB das zweite 
Testsystem die zu untersuchende Verbindung enthait. 

Nach Auswertung der Daten kann die Auswirkung der zugesetzten 
Substanz auf die Transkriptionsrate relativ zur Referenz (= 
nicht- inhibierte Transkription) bestiromt werden: Ein 
geringeres Fluoreszenzsignal deutet auf Inhibition hin, ein 
hQheres Signal auf die Gegenwart eines 

Transkriptionsaktivators . 
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Um die Nutzlichkeit der vorstehend beschriebenen Ribozyme und 
die Sensitivitat des beschriebenen Verfahrens weiter zu 
erhehen, konnen Techniken der "in vitro-Selektion" (Pan, Curr. 
Op. Chem.. Biol. 1 (1997), 17-25; Breaker, Chem Rev. 97 (1997), 
371-390) und des "Ribozym-Engineering" (Turner (Hrsg.), 
Ribozyme protocols, Humana press (1997) 11-15, 141-159, 253- 
273) angewandt werden. Damit konnen besonders effektive de 
novo-Ribozyme bzw. Varianten naturlicher Ribozyme hergestellt 
werden, um optimale Umsatzraten mit dem nicht-naturlichen 
Oligonucleotid-Substrat unter den jeweiligen Bedingungen des 
in vitro-Transkriptions-Systems zu erzielen (S. Santoro and G. 
Joyce, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94 (1997), 4262-4266). 

Diese in vitro-Selektion wurde in jungster Zeit erfolgreich 
angewandt, um Ribozyme mit veranderten Substrat-Spezif itaten 
und Aktivitaten zu erzeugen (Vaish, Biochemistry 36 (1997), 
6495-6501, und Berzal-Herranz et al., Gene Dev. 6 (1992), 129- 
134) . Ein besonders gunstiges Verfahren stellt in diesem 
Zusammenhang die "in trans-Selektion" von Ribozymen dar, bei 
der direkt auf Spaltung des doppelt markierten Oligonucleotid- 
Substrates selektiert wird (Ishizaka, Biochem. Biophys. 
Research Com. 214 (1995), 403-409). Aus den durch dieses 
Verfahren erhaitlichen Ribozymsequenzen kSnnen unmittelbar 
diejenigen Ribozyme isoliert werden, die im automat is ier ten 
Fluoreszenz-Screening der Zellextrakte die gewtlnschte 
Eigenschaft zeigen. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch die vorstehend 
beschriebene Zusammensetzung, die eine DNA-Sequenz enthait, 
die ein in vitro-selektiertes Ribozym codiert. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung der 
vorstehend beschriebenen Zusammensetzung zur absoluten oder 
vergleichenden Messung von Transkriptionsraten, vorzugsweise 
mittels der vorstehend beschriebenen Verfahren. 
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Die Erfindung betrifft femer die Verwendung der 
erfindungsgem&Ben Verfahren zur Messung der katalytischen 
Aktivitat von Ribozymen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft schliefclich die vorstehend 
beschriebenen Zusammensetzungen enthaltende Kits, vor2ugsweise 
zur Durchftthrung der erf indungsgemafien Verfahren. 
ErfindungsgemaB bevorzugt werden Kits, die ferner ein in 
vitro-Transkriptionssystem, beispielsweise eines der 
vorstehend beschriebenen Systeme enthalten. 

Legende zu den Figuren: 

Figur 1 : 

Schematische Darstellung der erf indungsgemaAen Zusammensetzung 
(in vitro Reporter-System). (1) Erzeugung des Ribozyms durch 
in vitro-Transkription im Zellextrakt. Als Matrize dient eine 
entsprechende DNA-Sequenz, beispielsweise vektoriellen 
Ursprungs. (2) Die Bindung des doppelt markierten Substrates 
(z.B. 5* -FAM- und 3'-TAMRA-markierte RNA) an das Ribozym fiihrt 
zur Ausbildung des katalytisch aktiven Komplexes. Die 
Fluoreszenz ist im Substrat intramolekular ge!6scht. (3) 
Spaltung des doppelt markierten Substrates. (4) Dissoziation 
der Reaktionsprodukte vom Ribozym. Durch Aufhebung des Quench- 
Effektes wird ein Fluoreszenz-Signal hv gemessen. 

Figur 2; 

Ermittlung der kinetischen Parameter von HHR1 [4 nM] bei 37 
°C. (a) Eadie-Hofstee Auftragung und kinetische Parameter der 
Spaltungsaktivitat von HHR1 mit S'-^P-markiertem Substrat 
(SI), das keine FRET-Markierung tragt. (b) Eadie-Hofstee 
Auftragung und kinetische Parameter der SpaltungsaktivitSt von 
HHR1 mit dem FRET-Substrat (SL1) . 
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Fiqur 3; 

Charakterisierung der Spaltungsaktivitat bei 4 nM HHR1 und 200 
bzw. 300 nM SL1. (a) Zeitabhangiger Verlauf der Spaltung rait 
der reziprok exponentiellen Regressionskurve (nur 1 % aller 
gemessenen Datenpunkte sind abgebildet) . (b-d) Abhangigkeit . 
der Reaktionsgeschwindigkeit des HHR1 von (b) dem pH-Wert, (c) 
der Temperatur und (d) der Mg 2+ -Konzentration. Die Kc at /K„-Werte 
bei 25 °C (0.0134 nM" 1 min" 1 ) wurden ebenfalls bestimmt. 

Figur 4: 

Zeitabhangiger Fluoreszenzanstieg von in situ erzeugtem HHR 
und Kontrollansatze in Gegenwart von HeLa-Zellextrakten. 
HHRlraut-DNA + T7 RNA Polymerase, HHR1-DNA ohne T7 RNA 
Polymerase, HHR1-DNA + T7 RNA Polymerase, HHR1-DNA + T7 RNA 
Polymerase korrigiert urn die unspe zifischen 

Hintergrundaktivitaten (s. Beispiel 2). 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1 

Messung des EinfluBes von Inhibitoren auf die in vitro- 
Transkription mit T7-RNA-Polymerase 

1. Herstellung der Ribozym-codierenden Matrizen-DNA und der 
5'-FAM- und 3' -TAMRA-markierten Substrat-RNA 

Die in diesem Beispiel beschriebene Ribozym-codierende DNA 
Seguenz HHR1-DNA sowie das RNA-Substrat SL1 sind abgeleitet 
von einem bekannten Hammerheadribozyni-Substrat-Komplex (M. 
Fedor und O. Uhlenbeck, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990), 
1668-1672). Die Matrize fur die in vitro-Transkription des 
Ribozyms HHR1, die Ribozym-codierende doppelstrangige HHRl- 
DNA, wurde durch Polymer ase-Ketten-Reaktion (PCR) erzeugt. Zu 
diesem Zweck wurde der Sense-Strang des Ribozyms, inklusive 
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5 ? -terminaler T7-Promotor-Sequenz, an einem "Expedite 
Oligonucleotide Synthesizer" (Millipore, USA) synthetisiert: 
5' -TCT AAT ACG ACT CAC TAT A GGG TCC TCT GAT GAG GCC GTT AGG 
CCG AAA CTC GT-3' (HHR1-DNA; die Primerbindestellen sind 
kursiv geschrieben) . Die Synthese des Antisense-Stranges sowie 
die Amplifikation der doppelstrangigen Matrize erfolgte unter 
Verwenduhg folgender Primer: 5 f -TCT AAT ACG ACT CAC TAT A-3' 
(S'-Primer) und 3'-GG CAA TCC GGC TTT GAG CA-5 1 (3 '-Primer)". 
Ein typischer 100 yl-Reaktionsansatz enthielt: 10 mM Tris-HCl, 
pH 8,9, 100 mM KCl, 1,5 mM MgCl 2/ 50 mg/ml Rinderserumalbumin, 
0,05 % Tween 20 (v/v) , 200 pM dA/dC/dG/dTTP, 2 pM 5 f - und S'- 
Primer, ca. 200 nM einzelstrangige DNA-Matrize und 2,5 
Einheiten Tth-DNA- Polymerase . Die Amplifikation erfolgte nach 
Herstellerprotokoll (Boehringer Mannheim, Tth-DNA- Polymerase 
Kit) in vier bis fiinf PCR-Zyklen a 95 °C, 55 Sec; 55 °C, 1 
Min.; 72 °C, 1 Minute. Die amplif izierte DNA wurde 
anschlieBend nach Standardmethoden isoliert und tiber ein 
Agarosegel von ttberschtissigen Primern gereinigt (T. Maniatis, 
E. Fritsch, J- Sambrook, Molecular cloning: a Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1982), 
14.2-14.35). In analoger Wei se. wurde eine doppelstrangige DNA- 
Matrize, codierend ftir eine inaktive Ribozym-Variante HHRlmut, 
ausgehend von folgender einzelstr^ngiger DNA hergestellt: S'- 
TCT AAT ACG ACT CAC TAT A GGG TCC TCT TAG GAG GCC GTT AGG CCA 
GAA CTC GT-3 * (HHRlmut; Primer-Bindestellen sind kursiv 
geschrieben, Mutationen hervorgehoben) . Die folgenden Primer 
5 ' - TCT AAT ACG ACT CAC TAT A-3' (S'-Primer) und 3'-GG CAA TCC 
GGT CTT GAG CA-5 1 (3' -Primer) wurden verwendet. 

Die 5' -HAM- und 3* -TAMRA-markierte Substrat-RNA SL1 mit der 
Sequenz 5'-FAM-ACG AGU CAG GAU U-TAMRA-3' wurde bei Eurogentec 
(Belgien) bezogen und tiber ein 20%iges denaturierendes 
Polyacrylamidgel aufgereinigt (P. Turner (Hrsg.), Ribozyme 
protocols, Humana press (1997) 79-81) . 
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2. In vitro-Transkription 

Ein typischer 50 pi Reaktionsansatz enthielt: 40 mM TrisHCl, 
pH 8,0, 50 mM NaCl, 2 mM Spermidin, 5 mM Dithiothreitol, 5 - 
25 mM MgCl 2 , ca. 500 nM SL1, 0.2 - 2 pM HHR1-DNA bzw. HHRlmut- 
DKA, 4 mM A/C/G/UTP und 50 Einheiten T7-RNA- Polymerase. Es ist 
wichtig darauf zu achten, dafi in die Transkription 
ausschlieBlich doppelstrangige DNA eingesetzt wird, da sowohl 
einzelstrangige Sense-Strang-DNA, als auch 3 • -Primer-DNA die 
Spaltungs-Reaktion inhibieren kOnnten. Die in vitro- 
Transkription wurde durch Zugabe der Polymerase gestartet und 
es wurde bei 37 °C fur die Dauer der Messung inkubiert. 

3. Echt-Zeit-Messung der Fluoreszenz bei Spaltung von SL1 
durch HHR1: 

Die Fluoreszenzmessung der Transkriptionsansatze erfolgte 
automatisiert in einem temperierbaren "ABI Prism 770"- 
Spektrometer (Applied Biosystems, USA) . In Abstanden von 7 
Sekunden wurden Spektren im Emissions-Welleniangenbereich der 
beiden Farbstoffe (FAM, K** = 518 nm und TAMRA, X^x = 582 nm) 
aufgezeichnet (Anregungsenergie - 488 nm) . Nach einer 
Inkubationszeit von drei Stunden wurden die gesammelten Daten 
mit Hilfe der Gerate-eigenen Software ausgewertet. Zur Echt- 
Zeit-Verlaufskontrolle der einzelnen Transkriptionen wurden 
die Fluoreszenzspektren (Bereich von 500 nm bis 660 nm) 
zeitabhangig uber das Spektrum der Referenz-Transkription (mit 
nicht-funktionaler HHRlmut-DHA) projiziert. Bei optimalen 
Transkriptionsbedingungen konnte dabei ein deutlicher Anstieg 
der FAM-spezifischen Fluoreszenz in Ansatzen mit HHR1-DNA 
relativ zur konstanten Fluoreszenz der Referenz-Transkription 
mit HHRlmut- DNA beobachtet werden. Durch Auftrag der relativen 
Fluoreszenz des Fluorophors (AR„-Wert) bei 535 nm gegen die 
Zeit wurde anschlieBend der Anteil an gespaltener Substrat-RNA 
relativ zur Negativkontrolle (identischer Ansatz mit inaktiver 
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HHRlmut-DNA anstatt HHR1-DNA) bestimmt. Methoden zur Eichung 
des Gerats sowie Programme zur Computer-untersttitzten 
Datenverarbeitung sind detailliert beschrieben (Handbuch zu 
ABI Prism 770 Sequence Detection System, Perkin Elmer; W. 
Rudert et al., BioTechniques 22 (1997) 1140-1145). Die 
Auswertung der MeBdaten fttr eine Substratkonzentration von 900 
nM SL1 ergab erwartungsgemafl, daB die relative Fluoreszenz ARn 
des Fluorophors bei konstanter Konzentration an HHRl-DNA mit 
den Inkubationszeiten anstieg. Das inaktivierte Ribozym 
HHRlmut hatte keinen EinfluB auf das gemessene 
Fluoreszenzsignal • 

4. Echt-Zeit-Messung der T7-Transkriptionsraten in Gegenwart 
von Inhibitoren der T7-RNA-Polymerase: 

Die Messungen wurden wie unter 3. in analoger Weise 
durchgefiihrt, diesmal mit T7-Lysozym, einem Inhibitor der T7- 
RNAPolymerase (R. Ikeda, P. Bailey, J. Biol. Chem. 267 (1992) , 
20153-20159). Erwartungsgemafi nahm AR„ relativ zur nicht- 
inhibierten Transkription mit steigender Inhibitor- 
Konzentration ab. 

Beispiel 2 

Ak ti vi ta tsbes timmung von in situ erzeugten Ribozymen in 
Gegenwart von Zellkernextrakten 

1. Herstellung der Substrat-RNA 

Die Herstellung erfolgt wie in Beispiel 1.1 beschrieben. 

2. Messung der Ribozymaktivitat 

Ein typischer 50 pi Reaktionsansatz zur in vitro Transkription 
far die Ribozym-Herstellung enthielt: 40 mM Tris-HCl, pH 8,0, 
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50 mM NaCl, 2 mM Spermidin, 5 mM Dithiothreitol, 8 mM MgCl 2 , 
0.2 - 2 pM HHR1-DNA bzw. HHRlmut-DNA, 4 mM A/C/G/UTP, 40 
Einheiten RNAsin (Promega, Madison, WI) und 50 Einheiten T7 
RNA Polymerase (Stratagene, Heidelberg). Die RNA wurde uber 
e i n 16 % denaturierendes Polyacrylamidgel (37.5:1) 
aufgereinigt. Zur Messung der Ribo2ymaktivitat von in situ 
erzeugtem HHR1 enthielt der Ansatz zusatzlich 100 nM SL1 und 
10 Einheiten HeLa-Kernextrakt (HeLa Cell Extract Transcription 
System, Promega, Madison, WI). Die in vitro Transkription 
wurde durch Zugabe der Polymerase und Kernextrakt gestartet 
und bei 37 °C fttr die Dauer der Messung inkubiert. 

Die Echtzeit-Messungen des ribozymbedingten 

Fluoreszenzanstiegs wurden in 50 ul Reaktionsansatzen 
durchgeftlhrt. Das gemessene Signal beinhaltet dabei sowohl den 
chemischen Schritt der Spaltung, als auch die Freisetzung der 
Spaltprodukte. Die Fluoreszenzmessung der 

Transkriptionsansatze erfolgte automatisiert in einem 
temperierbaren ABI Prism 770 Spektrometer (Applied Biosystems, 
USA). In Abstanden von 0.5 - 0.7 s wurden Spektren im 
Emissions-Wellenlangenbereich der beiden Farbstoffe (FAM, l«,x = 
535 nm und TAMRA, X„, x = 582 nm) aufgezeichnet (Anregungsenergie 
= 488 nm) . Alle Messungen waren Triplett-Bestimmungen . Durch 
Auftrag der relativen Fluoreszenz des Fluorophors (AR„-Wert) 
bei 535 nm gegen die Zeit wurde anschliefiend der. Anteil an 
gespaltener Substrat-RNA relativ zur Negativkontrolle 
(identischer Ansatz mit inaktiver HHRlmut-DNA anstatt HHRl- 
DNA) bestimmt. Die Rohdaten wurden in Microsoft Excel 
importiert, bearbeitet und anschlieAend mit Hilfe des 
Programms KaleidaGraph (Abelbeck Software, MUnchen) 
ausgewertet. 

Um unspezifische Fluoreszenzeff ekte der Messung zu 
eliminieren, muflte berticksichtigt werden, dafi bei einem 
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Anstieg der Fluoreszenz durch die katalytische Spaltung die 
absoluten Fluoreszenzschwankungen zunehmen, jedoch nicht deren 
prozentualen Schwankungen. Der zeitliche Verlauf der Spaltung 
wurde anhand der Kurve, die ftir die Negativkontrollen gemessen 
.wurde, und deren prozentualer zeitlicher Abweichung vom 
Anfangswert entsprechend der Gleichung (1) 

korrigiert. [Fjtorr(t) : korrigierte Fluoreszenz zum Zeitpunkt t; 
F„eg(t) : Fluoreszenz der Negativkontrolle zum Zeitpunkt t; 
Fneg(to) : Fluoreszenz der Negativkontrolle zum Zeitpunkt t ■ 0; 
Fhhr (t ) : gemessener Fluoreszenzanstieg in Gegenwart von 
transkribiertem HHR zum Zeitpunkt t} . 
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1. Zusammensetzung, enthaltend 

(a) eine ein Ribozym codierende DNA-Sequenz, die mit 
einem Promotor und/oder regulatorischen Elementen 
funktionell verknttpft ist; und 

(b) ein Oligonucleotidsubstrat, das vpn dem von der DNA 
aus (a) transkribierten Ribozym gespalten wird, 

wobei das gespaltene Oligonucleotidsubstrat von dem 
ungespaltenen Oligonucleotidsubstrat unterscheidbar ist 
und ein unmittelbar meBbares Signal erzeugt wird. 

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei die DNA-Sequenz ein 
Hammerhead-Ribozym codiert. 

3. Zusaromensetzung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die DNA- 
Sequenz (a) in einen Vektor insertiert ist. 

4. Zusammensetzung nach einem der Ansprttche 1 bis 3, wobei 
die DNA-Sequenz (a) und/oder das Oligonucleotidsubstrat 
(b) Nuclease-resistent sind. 

5. Zusammensetzung nach einem der AnsprUche 1 bis 4, wobei 
das oligonucleotidsubstrat ein doppelt markiertes 
Oligonucleotidsubstrat ist. 

6. Zusammensetzung nach Anspruch 5, wobei das doppelt 
markierte Oligonucleotidsubstrat eine fluorophore Gruppe 
und eine f luoreszenzldschende Gruppe . enthalt und wobei 
nach Spaltung mit dem Ribozym die L5schung der Fluoreszenz 
des Fluorophors durch die fluoreszenzloschende Gruppe 
unterbunden ist. 

7. Zusammensetzung nach Anspruch 6, wobei die fluorophore 
Gruppe 6-Carboxy-Fluorescein (FAM) und die 
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fluoreszenzloschende Gruppe 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin 
(TAMRA) ist. 

8. Zusammensetzung nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, wobei 
die DNA-Sequenz von (a) ein in vitro-selektiertes oder 
nicht-natttrliches Ribozym codiert. 

9. Verfahren zur quantitativen Bestiramung von 
Transkriptionsraten, die folgenden Schritte umfassend: 

(a) Inkontaktbringen der Zusammensetzung nach einem der 
Ansprttche 1 bis 8 mit einem in vitro-Transkriptions- 
system unter Bedingungen, bei denen die Transkription 
der das Ribozym codierenden DNA-Sequenz erfolgt und 
bei denen das Ribozym katalytisch aktiv ist; und 

(b) Messung der Menge an gespaltenem Oligonucleotidsub- 
strat nach einem und/oder Uber einen geeigneten 
Zeitraura. 



10. Verfahren zur Identif izierung von Hemmstoffen der 
Transkription oder Transkriptionsaktivatoren, die 
folgenden Schritte umfassend: 

(a) Inkontaktbringen der Zusammensetzung nach einem der 
Anspruche 1 bis 8 mit einem ersten in vitro-Trans- 
kriptionssystem und einem zweiten Transkriptionssystem, 
das die zu untersuchende Verbindung enthalt, unter 
Bedingungen, bei denen die Transkription der das 
Ribozym codierenden DNA-Sequenz erfolgt und bei denen 
das Ribozym katalytisch aktiv ist; und 

(b) Messung der Menge an gespaltenem Oligonucleotidsubstrat 
nach einem und/oder tiber einen geeigneten Zeitraum in 
beiden Transkriptionssystemen, wobei eine hohere 
Transkriptionsrate im zweiten Transkriptionssystem im 
Vergleich zum ersten Transkriptionssystem auf die 
Gegenwart eines Trans kriptionsaktivators hindeutet und 
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eine erniedrigte Transkriptionsrate auf die Gegenwart 
eines Hemmstoffs der Transkription. 

11. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 9 oder 10 zur 
Messung der katalytischen Aktivitat von Ribozymen. 

12. Verwendung der Zusammensetzung nach einem der Ansprtlche 1 
bis 8 zur absoluten oder vergleichenden Messung von 
Transkriptionsraten . 

13. Kit, die Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 8 
enthaltend. 

14. Kit nach Anspruch 13, aufcerdem ein in vitro- 
Transfcriptionssystem enthaltend. 
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Figur 2: 




0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 



W[S1] (min* 1 ) 




BNSOOCItt *WO__09«77O«A1J_> 



WO 99/47704 



3/4 



PCT/EP99/01776 




CM O CO CO CM o co <o Csl o 

* (uiuj/Wu)A (wui/wuj/i 




(<&) 6unusdS — - fa* / W*)A 



BMSOOCtO: <WO__S9*7704A1_I_> 



WO 99/47704 PCT/EP99/01776 

4/4 



O 
0- 




BNSCOCIOc «wo„ 



9&47704A1J^> 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Into mal Application No 

PCT/EP 99/01776 



tpcT^W/ir CT "c5ibl/44 C12M9/09 



According to fatmnational Patortl Ctwtffcgfion (IPC) or to both national classification 



B. FIELDS SEARCHED 



Mmimum documentation searched (diissfioation aystom foOowod by clarification syrnbob) 

IPC 6 C12Q C12N 



Doe 



»d other than n 



Electronic data base consulted during the international eearch (name of data base and, where practical, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with mojoatron, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to daim No. 



DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9642 

Derwent Publications Ltd,, London, 6B; 

Class B04, AN 96-419828 

XPO02111692 

& JP 08 205897 A (NIKON CORP), 
13 August 1996 (1996-88-13) 
abstract 



1.13 



X| Further document ara bated in the »ntir>uatkm of box C. 



0 



Patent family members are Bated in * 



• Special categories of etad documents : 

'A* document defining the gward aUte of the art which i» not 

considered to be of particular rolevanoe 
•E* earfw document but put>G*hed on or after the mtematjonol 

fiDng date 

*L* obcumeid which may thn>w doubts on prwrey daim(») or 
which meted to establish the publication dato of another 
citation or other special esason (as specified) 

~CT document referring to an orni dbckmrm, u»e, exhfettonor 



T" later oocument published after the international fang data 
oc priority date and not in conffct with the eppfioafaon but 
cited to imcfcndand th* principle or theory underlying the 



-X" document cS particular relevance; the cUarwd invention 



involve an inventive »tep whtn the document n taken alone 
document of parfjoutar retovsnoes the claimed mvenfion 
cannot be considered to orvohre an irwwilive step when the 
document t» combined w2h one or more other tuch docu- 
ments, such combeistion beeig obvious to a persoa slated 



"P* document pvbbhed priorto the htemational fSng date but 



•V document rmmber of fhoaajr« patent f amity 



Date of the actual completion of the international eearch 



17 August 1999 



Date of maang of the tntemational search report 

25 August 1999 



of the ISA 

European Patent Office* PB. 5818 Patentlaan 2 

NL-2280KVRQSW* 

Tel (+31-70) 3402040. T*. 31 651 epo at, 

Fax (+31-70) 340-3016 



De Kok, A 



Coon PCTASA/210 {second sheet) (July 1992* 



page 1 of 2 



BNSDOCIO: <WO_8947704A1J.> 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



M. onal AppDcaUon Ho 

PCT/EP 99/01776 



| C.(CoiUlnua«on) OOCUMEWTSCOWSIDEBEOTO BE RELEVANT 



CBalion ol docun-m. w*h «ufcal>on,«rher» «pp»opnaf», of th« mtevart paiiajei 



R«tav«nl«cp claim No. 



o,x 



P.X 



Y 
Y 



HANNE A ET AL: "Fluoresecence energy 
transfer (FRET) to follow ribozyme 
reactions in real time" 
ORAL PRESENTATION, 
September 1997 (1997-09) , 
ULH DE 

& HANNE A ET AL.: NUCLEOSIDES AND 
NUCLEOTIDES, 

vol. 17, no. 9-11, 1998, pages 1835-1850, 
XP002111690 
NEW YORK US 
page 1842 - page 1850 

WO 96 27026 A (KRUPP GUIDO ;TIKOCHINSKI 
YARON (IL); ASHER NATHAN (IL); FRIEDNANN) 
6 September 1996 (1996-09-06) 

page 13, line 5 - page 16, line 20 

page 22, line 12 - line 25 

page 38, line 6 - page 40, line 18 

page Y 

EP 0 336 626 A (LELAND STANFORD JUNIOR 
UNIVERSITY) 11 October 1989 (1989-10-11) 

page 2, line 50 - page 3, line 23 

page 2, line 35 - line 45 

EP 0 731 178 A (HAHAMATSU PHOTONICS KK) 
11 September 1996 (1996-09-11) 
the whole document 

HEID C A ET AL: "REAL T1HE QUANTITATIVE 
PCR" 

GENOME RESEARCH, 
vol. 6, no. 10, 

1 October 1996 (1996-10-01), pages 
986-994, XP800642795 
ISSN: 1088-9051 
page 987 

JENNE A: "REAL-TIME CHARACTERIZATION OF 
RIBOZYHES BY FLUORESCENCE RESONANCE ENERGY 
TRANSFER (FRET)" 
ANGEWANDTE CHEMIE, 

vol. 38, no. 9. 3 Hay 1999 (1999-95-03), 
pages 1300-1303, XP092111691 
BERLIN DE 
abstract 



1-6,8, 
11,13 



1-6,8, 
11,13 



1-6,8, 
11,13 



9,10 
9,10 



1,5,6,13 



1,5-7 



1-14 



page 2 of 2 



BMSDOdD. <WO_9947704»1_I_> 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



mio %al Appneaaon No 

PCT/EP 99/01776 



Patent document 


Publication 


Patent family 


Publicatk>n 


cited in search report 


date 


n»einber(s) 


date 



JP 8205897 



13-08-1996 



NONE 



U0 9627026 A 06-09-1996 



IL 


112799 A 


12-03-1999 


AU 


697317 B 


01-10-1998 


AU 


5416596 A 


18-09-1996 


BR 


9607267 A 


15-12-1998 


CA 


2213622 A 


06-09-1996 


CN 


1183812 A 


03-06-1998 


EP 


0822992 A 


11-62-1998 


JP 


11500917 T 


26-01-1999 



EP 0336626 


A 


11-10-1989 


US 
JP 


5070012 A 
2031700 A 


03-12-1991 
01-02-1990 


EP 0731178 


A 


11-09-1996 


JP 
US 


8313529 A 
5843658 A 


29-11-1996 
01-12-1998 



Foot. PCT/KA/210 (p*Mt tarn* am** ,-My 1SP2- 



BNSOOOOt <WO 99*7704A1Jj> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



mterr •'nates AMenxeichen 

PCi, -P 99/91776 



A. KLASSmiEBUNG DCS A^LOUNGSGECENST ANDES fl 

PK6 C12Q1/68 C12Q1/44 C12N9/09 



t PatanMaaarfiKation (IPK) odcr nacfa dr wboctaton Kla*»&K3lion und der tPK 



B. RECHERCHIERTE GEBlETE 



Recharchiaitar Mind^pnH»toff (Kt»»«»atio«*y*tani und Kto^orwymtob ) 

PK 6 C12Q C12H 



Rachafduarta abaf wcM rum 



Mlndaslpnjtetoft gahorenda VwoH«r»n*:htmga«. a 



n Gcbiata fallen 



W^d.r^^^n Rachareh. tonaufcart. ateK»on»Cha OatarfranK (Na,na dcr PaUn^K and av«. vtmtnd^t S*c*»-h«.> 



C. ALS WESCHTUCH AWGESEHEWE UNTERLAGEM 



Bawchmmg daf Vcrtff emfehur*. *aw*a arfofde*eli urtet Angaba (tot rn BeiracM 



DATABASE WPI 
Section Ch. Week 9642 
Derwent Publications Ltd., London, 6B; 
Class B04, AM 96-419828 
XP962111692 , 
& jp 08 205897 A (NIKON CORP), 
13. August 1996 (1996-88-13) 
Zusaninenfassung 

-/- 



1,13 



HI 



Waftant VtrtJtonttchuftg VI aind da* Fbrtaatwng voo FaU C zu 



SmIm Anhang PaUnttamfli© 



• Besondafa Katcgorien von angagebanen VertlfantHchungen 
obar aichtab beaoadara ba*la«it«4mmw«tien at 
vafSffanflicfft warden nt 
V Vertff«dWmoo, c»a y^^^^^^S^JS^^^^^^ 
an Racharchanbariet* genannten Vartff enJJlchung bategt wntden 



^*P*-Ven^^ 



A^Inrid^'Sh^^ 
Effindung ruanandaaegandan Pmmpi odar dtr hr a^rondefiegandan 

Theoha angegaben 'al 

btttndmBcdrthiiiffda baans f miehteEilfodung 



tod odar d» aaa aaiam andaran bwondamn Grund angageban «t(wia 
amaatotirt) 

•OT VeffilfaniSehung, d» aioh aU eina t ^'^°^^± l% 

aba Bamrtwng, «na Auaataftiag od "_ a {^'^^" b ^ l J J , rfl 



TCVai 
ha 

•V Varttffwflichung von beaondarar Bcdeutung; dia Erfinrfung 



tannrtrinauifrTunddmsafVa^^ nidrtabnaa odar auf 
ih»r TftSgfcai banAand bati adnte! warrfin 



warden, wenn die VaffifftfrtjaAang mrt ^^7*5^' 
diaaa Vwbmdimg lilr amen Facfanaim naheUegend at 
Verttenffichuni. dS* MitgSed deteatoen PaHntfamffiabt 



Dalum das AbicMUiSta dar intamafamalen Rechafche 

17. August 1999 



Nome und Pc*fcm*chntt def Intematipnaleii Recberehaobeharde 
Eurepttschf* Patentarot, P.B. 5818 Patentoan 2 
NL • 2260 HV Rjtwijk 
Tal l>31«70) 340-2040. Tx 31 651 epo M. 
Pax (♦31-70) 340-301* 



Abscndedatum dca ■ 



UAV6 1993 



Oe Kok, A 



BNSOOCIOt <WO_9947704AI_I_> 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



PCi, -P 99/91776 



Sjg5S55 ALS WE3ENTUCH AMGESEHENE UMTERLAGEN 



o,x 



P,X 



1 



HMt .ffofitenbh uiM Anjib. dir in BetracM konurandtn T.». 



BMr. Arapnich Nr. 



HANNE A ET AL: "Fluoresecence energy 
transfer (FRET) to follow ribozynie 
reactions in real time" 
ORAL PRESENTATION, 
September 1997 (1997-09), 
ULM DE 

& HANNE A ET AL. : NUCLEOSIDES AND 
NUCLEOTIDES, 

Bd. 17, Nr. 9-11. 1998, Seiten 1835-1850, 
XP002111690 
NEW YORK US 
Seite 1842 - Seite 1850 

WO 96 27026 A (KRUPP GUIDO ;TIKOCHINSKI 
YARON (IL); ASHER NATHAN (IL); FRIEDMANN) 
6. September 1996 (1996-09-06) 

Seite 13, Zeile 5 - Seite 16, Zeile 20 

Seite 22, Zeile 12 - Zeile 25 

Seite 38, Zeile 6 - Seite 40, Zeile 18 

Seite Y 

EP 0 336 626 A (LELAND STANFORD JUNIOR 
UNIVERSITY) 11. Oktober 1989 (1989-10-11) 

Seite 2, Zeile 59 - Seite 3, Zeile 23 

Seite 2, Zeile 35 - Zeile 45 

EP 0 731 178 A (HAHAMATSU PHOTONICS KK) 
11. September 1996 (1996-99-11) 
das ganze Dokument 

HEID C A ET AL: "REAL TIME QUANTITATIVE 
PCR" 

GENOME RESEARCH, 
Bd. 6, Nr. 10, 

1. Oktober 1996 (1996-10-01), Seiten 
986-994, XP900642795 
ISSN: 1088-9051 
Seite 987 

JENNE A: "REAL-TIME CHARACTERIZATION OF 
RIBOZYMES BY FLUORESCENCE RESONANCE ENERGY 
TRANSFER (FRET)" 
ANGEWANDTE CHEMIE, 

Bd. 38, Nr. 9, 3. Mai 1999 (1999-05-03), 
Seiten 13B0-13O3, XP002111691 
BERLIN OE 
Zusamnenfassung 



1-6,8, 
11.13 



1-6,8. 
11.13 



1-6,8, 
11,13 



9,10 
9,10 



1.5,6,13 
1,5-7 



1-14 



BNSOOOa «WO__99«7704A1J_> 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALIZE RECHERCHENBERICHT 
Ang»ben xo VerflfentSchnngen, die xnr srfbcn P a tcntFamilift gebton 



Internatio&sles Aktenznchcn 

PCT/EP 99/01776 



lm Rechcrchenbericht 
angrfuhrtes Pateatdofcument 



Datum der 
VerMfentlichunt 



MilgUed(cr) der 
Paten rfamilifi 



Datum der 
VerOflentUchung 



OP 8285897 A 13-88-1996 



WO 9627826 



86-89-1996 



KEINE 

IL 
AU 
AU 
BR 
CA 
CN 
EP 
JP 



112799 
697317 
5416596 
9607267 
2213622 
1183812 
6822992 
11508917 



12-83-1999 
81-10-1998 
18-89-1996 
15-12-1998 
06-09-1996 
83-86-1998 
11-02-1998 
26-81-1999 



EP 0336626 A 


11-18-1989 


US 
JP 


5876012 A 
2031700 A 


03-12-1991 
01-82-1998 


EP 8731178 A 


11-09-1996 


JP 
US 


8313529 A 
5843658 A 


29-11-1996 
81-12-1998 



FoanMatt PCDBWHO (Aabsag PiteotfiwdDe) (faB 1993) 



BNSDOCltt <WQ_B9«7704At_L> 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 



U3 BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

0 LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 
tfREFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 




FADED TEXT OR DRAWING 



